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RESUMO 
 
O Transtorno do Espectro Autista (TEA), segundo o DSM-5, se enquadra 
nos Transtornos do Desenvolvimento e é caracterizado por uma díade 
comportamental: 1) prejuízos na comunicação e interação social e 2) 
comportamentos repetitivos ou estereotipados. Apesar da etiologia do TEA ser 
desconhecida, tanto fatores genéticos quanto ambientais já foram associados à 
desordem, incluindo a utilização de ácido valproico (VPA) durante a gestação. 
Observando essa relação importante, desenvolveu-se um modelo animal de 
autismo induzido pela exposição pré-natal ao VPA, o qual já foi amplamente 
validado em aspectos comportamentais e moleculares. No primeiro capítulo 
desta tese, utilizamos o modelo animal de autismo obtido através de uma única 
injeção intraperitoneal de VPA (600mg/kg) no dia E12,5 nas ratas Wistar prenhes 
e testamos um tratamento pré-natal com resveratrol (RSV), através de injeções 
subcutâneas (3,6 mg/Kg) administradas nas ratas prenhes nos dias E6,5-E18,5. 
O tratamento pré-natal com RSV demonstrou ser capaz de prevenir alterações 
na sociabilidade recíproca, porém não teve impacto nos prejuízos na memória 
olfativa e comportamentos repetitivos induzidos pelo VPA. No que se refere aos 
dados de microRNA (miRNA), RSV foi capaz de prevenir a alteração na 
expressão de miR134-5p, o qual também se observou alterado em pacientes 
com TEA, juntamente com o miR138-5p, ambos com alvos associados à 
modulação do citoesqueleto na estrutura de espinhos dendríticos. Em conjunto, 
esses resultados demonstram que o RSV altera vias importantes no modelo, 
possivelmente através das suas características antioxidantes e anti-
inflamatórias, as quais contrapõem os aspectos inflamatórios do VPA. Este 
trabalho permitiu o aprimoramento e melhor conhecimento da técnica de RT-
qPCR para análise de miRNA, sendo tema do segundo capítulo da presente 
tese, reunindo diferentes estratégias que auxiliaram a superar potenciais 
problemas e interferentes no uso dessa técnica. Finalmente, no terceiro capítulo, 
utilizamos o modelo VPA para avaliar o efeito do tratamento pós-natal com 
suramina, através de uma única injeção subcutânea (20 mg/kg) administrada nos 
filhotes machos na idade P30. Este tratamento foi capaz de reverter alterações 
de sociabilidade, novidade social e comportamento do tipo ansioso, enquanto os 
prejuízos na sociabilidade recíproca, comportamento exploratório, estereotipia e 
processamento sensorial não foram revertidos por esse tratamento. Nos dados 
moleculares, a suramina não foi capaz de reverter o aumento de expressão nos 
receptores purinérgicos P2X4 (hipocampo e córtex pré-frontal medial) e P2Y2 
(hipocampo), porém reverteu o aumento de IL-6 promovido pelo VPA. Assim, 
possivelmente a modulação comportamental associada à suramina parece não 
estar associada a interações específicas nos receptores purinérgicos, mas sim 
com uma modificação neuroimune através da interleucina pró-inflamatória IL-6, 
demonstrando a importância do sistema imunológico na fisiopatologia do TEA. 
De forma geral, a tese contribuiu para elucidar mecanismos envolvidos no 
desenvolvimento das características do tipo autista, demonstrando o papel 
relevante das alterações neuroimunes e da modulação de alvos por miRNA, as 
quais, em conjunto, podem contribuir para o desenvolvimento de métodos 
diagnósticos e adequação de estratégias farmacológicas voltados ao TEA. 
Palavras-chave: Comportamento animal, microRNA, neuroimune, PCR, 
resveratrol, sistema purinérgico, suramina, transtorno do espectro autista. 
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ABSTRACT 
 
According to DSM-5, Autism Spectrum Disorder (ASD) is a developmental 
disorder characterized by a behavioral dyad: 1) deficits in communication and 
social interaction, and 2) repetitive and stereotyped behaviors. Although the 
etiology of ASD is still unknown, both genetic and environmental factors have 
been associated with the disorder, including the use of valproic acid (VPA) during 
gestation. Observing this important relationship, an animal model of autism 
induced by prenatal exposure to VPA was developed, which has already been 
widely validated in behavioral and molecular aspects. In the first chapter of this 
thesis, we used the animal model obtained through a single intraperitoneal 
injection of VPA (600 mg/kg) at E12.5 in pregnant Wistar rats and tested a 
prenatal treatment with resveratrol (RSV) by subcutaneous injections (3.6 mg/kg) 
administered in the pregnant rats at E6.5 to E18.5. The prenatal treatment with 
RSV was able to prevent changes in the reciprocal sociability, but had no impact 
on the deficits in olfactory memory and repetitive behavior induced by VPA. 
Regarding the microRNA (miRNA) data, RSV treatment was able to prevent the 
alteration in the expression of miR134-5p, which also was altered in ASD patients 
along with miR138-5p, both with targets associated with cytoskeletal modulation 
in the structure of dendritic spines. Taken together, these results demonstrate 
that RSV alters important pathways in the model, possibly through its antioxidant 
and anti-inflammatory properties, which counteract the inflammatory aspects of 
VPA. This work allowed the improvement and better knowledge of the RT-qPCR 
technique for miRNA analysis, which was the theme of the second chapter of this 
thesis, combining different strategies to overcome potential problems and 
interferences in this methodology. Finally, in the third chapter we used the same 
animal model to evaluate the effect of postnatal treatment with suramin after a 
single subcutaneous injection (20 mg/kg) administered to male pups at P30. This 
treatment was able to revert VPA-induced deficits in sociability, social novelty, 
and anxiety-like behavior, whilst present no effect on impairments in reciprocal 
sociability, exploratory behavior, repetitive behavior and sensory processing. In 
the molecular data, suramin was not able to reverse the increase of expression 
in the purinergic receptors P2X4 (hippocampus and medial prefrontal cortex) and 
P2Y2 (hippocampus), but reversed the VPA-induced increase of proinflammatory 
interleukin IL-6. Thus, behavioral modulation associated with suramin appears to 
be related not with specific interactions in purinergic receptors, but with a 
neuroimmune modification through the IL-6, indicating the importance of the 
immune system in the ASD pathophysiology. In general, the thesis contributed to 
elucidate the mechanisms involved in the development of autistic-like features, 
demonstrating the relevant role of neuroimmune alterations and the modulation 
of targets by miRNA, which, together, may contribute to the development of 
diagnostic methods and improvement of pharmacological strategies related to 
ASD. 
 
Key words:  animal behavior, ASD, microRNA, neuroimmune, PCR, purinergic 
system, resveratrol, suramin. 
.  
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LISTA DE ABREVIATURAS 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Transtorno de Espectro Autista 
O autismo foi primeiramente descrito por Leo Kanner em 1943 como um 
distúrbio complexo, definido através de parâmetros comportamentais (KANNER, 
1968). Desde então, diversas tentativas de categorizar adequadamente as 
pessoas com Transtorno do Espectro Autista (TEA) foram realizadas 
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION (APA), 1994; APA, 2000). Os 
Transtornos do Neurodesenvolvimento, nos quais o TEA se encaixa, se 
manifestam durante a primeira infância e os prejuízos no desenvolvimento 
resultam em alterações em habilidades sociais, acadêmicas, pessoais e 
ocupacionais (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION (APA), 2013). 
Segundo a quinta edição do Manual Estatístico e Diagnóstico dos 
Transtornos Mentais (DSM-5), o TEA atualmente agrupa, em uma única 
condição, quatro transtornos anteriormente separados - o autismo clássico, a 
síndrome de Asperger, o transtorno desintegrativo da infância e os transtornos 
globais do desenvolvimento não especificados (AMERICAN PSYCHIATRY 
ASSOCIATION (APA), 2013). Outra mudança significativa descrita no DSM-5 em 
relação a edições anteriores é que a caracterização do espectro, anteriormente 
dividida em três áreas (prejuízo na sociabilidade, na comunicação e presença de 
estereotipias e comportamentos repetitivos), passa a ser agrupada em dois 
domínios comportamentais:  
1) Prejuízo na comunicação e interação social em múltiplos contextos, 
incluindo déficits na reciprocidade social, na comunicação não-verbal utilizada 
para interação social e em habilidades para iniciar, manter e entender 
relacionamentos; 
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2) Comportamentos repetitivos, atividades e interesses restritos e 
estereotipados.  
Mesmo que esses sintomas estejam presentes isoladamente em diversas 
outras doenças psiquiátricas, apenas a presença concomitante destes – 
agrupados nos dois domínios comportamentais acima citados - em um mesmo 
indivíduo é que caracteriza o TEA. Apesar de haver um padrão restrito para o 
diagnóstico, que deve incluir essas duas características principais, o TEA se 
apresenta como uma desordem heterogênea e multifatorial (GOTTFRIED et al., 
2013): enquanto alguns pacientes possuem um vasto vocabulário e gramática, 
outros utilizam somente frases padronizadas e repetitivas e outros sequer falam. 
Além disso, comumente se observa na clínica que muitos dos movimentos 
estereotipados apresentados são em resposta a diversos tipos de estressores, 
entre eles, as dificuldades de adaptação a mudanças na rotina. 
O transtorno pode estar presente em indivíduos com manifestações 
distintas e abrangentes, de forma que dois indivíduos não compartilham o 
mesmo conjunto de características (GADIA; TUCHMAN; ROTTA, 2004; RAPIN; 
TUCHMAN, 2008). Contudo, todos os indivíduos apresentam necessariamente 
prejuízos nos dois domínios comportamentais já citados, os quais podem variar 
em intensidade, mas são presentes ao longo de toda vida (TUCHMAN; MOSHE; 
RAPIN, 2009). 
Apesar da crescente investigação em torno do TEA, existem diversas 
variáveis que podem dificultar a interpretação dos dados obtidos das pesquisas. 
Primeiramente, há uma dificuldade na obtenção de tecidos encefálicos de 
pacientes autistas vivos e, em tecidos post-mortem, não se sabe ao certo se as 
alterações se referem à causa ou à consequência do TEA. Além disso, o quadro 
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clínico de crianças e adolescentes, muitas vezes agravado, dificulta sua 
participação em estudos, fazendo com que muitos dados se originem de sujeitos 
autistas adultos. Adicionalmente, a heterogeneidade do TEA e a presença de 
outras comorbidades e síndromes em pacientes autistas dificultam as 
investigações e levam a incertezas a respeito dos dados obtidos, se são 
decorrentes do próprio TEA, ou relacionados a outros distúrbios. 
Embora diversas alterações moleculares e fisiológicas possam concorrer 
para o desencadeamento do TEA, o seu diagnóstico somente será possível após 
dois ou três anos de idade. Apesar de existirem sintomas que não podem ser 
percebidos nesta idade, muitos pais percebem problemas no progresso social 
ou comunicativo das crianças. Os prejuízos sociais não são propriamente claros 
na infância, porém gradualmente se tornam mais evidentes já que o indivíduo 
acaba, progressivamente, sendo exposto a situações mais diversas de interação 
social como o ingresso na vida escolar (DOVER; LE COUTEUR, 2007). 
1.2. Comorbidades associadas ao TEA 
Além da díade comportamental citada acima, que determina o seu 
diagnóstico, diversas outras características e comorbidades associadas são 
frequentemente observadas em indivíduos com TEA, mesmo não sendo 
necessárias no diagnóstico. Por exemplo, muitas crianças com TEA apresentam 
prejuízo intelectual, sendo que boa parte precisa de apoio social e educacional 
(BAUMAN, 2010; MEFFORD; BATSHAW; HOFFMAN, 2012). Além disso, 
pacientes com TEA podem apresentar hiperatividade, agressividade e 
automutilação, o que é mais comum entre aqueles que possuem prejuízo 
cognitivo. Sintomas depressivos, psicóticos e comportamento suicida também 
podem ocorrer, e a frequência destes pode ser maior ou menor conforme as 
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diferentes fases da vida (NAZEER; GHAZIUDDIN, 2012). Ainda, impulsividade, 
déficit de atenção/hiperatividade, transtornos de ansiedade, problemas de 
conduta, depressão, distúrbios do sono e epilepsia também podem estar 
presentes (DUCHAN; PATEL, 2012; KAPLAN; MCCRACKEN, 2012; SILVER; 
RAPIN, 2012). 
Somado a essas comorbidades comportamentais, diversas alterações 
moleculares e fisiológicas podem ser observadas nesses indivíduos, incluindo 
problemas gastrointestinais, distúrbios hormonais e metabólicos (BAUMAN, 
2010), alterações sensoriais, tais como hipo ou hiper-responsividade a estímulos 
sonoros, visuais e táteis (BEN-SASSON et al., 2009; GRANDIN, 2009; KERN et 
al., 2007), além de uma menor sensibilidade à dor (KLINTWALL et al., 2011). A 
epilepsia é uma das comorbidades mais frequentes no TEA, atingindo 
aproximadamente um terço dos indivíduos, com picos de ocorrência em 
diferentes fases da vida (DUCHAN; PATEL, 2012; KAPLAN; MCCRACKEN, 
2012; NAZEER; GHAZIUDDIN, 2012; SILVER; RAPIN, 2012). Além disso, 
doenças como Esclerose Tuberosa, Síndrome do X Frágil e Síndrome de 
Angelman são frequentemente associadas ao autismo (SILVER; RAPIN, 2012).  
A identificação de comorbidades associadas ao TEA é importante para 
melhorar a qualidade de vida desses pacientes, seja mediante tratamento 
farmacológico seja através de apoio social e educacional. Além disso, há um 
interesse no progresso da pesquisa em relação aos mecanismos moleculares e 
genéticos associados a esse distúrbio. 
1.3. O desencadeamento do TEA 
O TEA tem se apresentado como um desafio para a comunidade científica 
e para a sociedade, uma vez que a etiologia deste transtorno é desconhecida e 
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até o momento nenhum tratamento ou marcador clínico para diagnóstico foi 
identificado. Acredita-se que o TEA seja decorrente da associação entre fatores 
ambientais e genéticos. Pesquisas indicam que alterações genéticas contribuem 
para o desenvolvimento do TEA, sendo que esses componentes podem estar 
relacionados com sua etiologia e com o surgimento de sintomas e comorbidades 
associados (ABRAHAMS; GESCHWIND, 2008; AMEIS; SZATMARI, 2012; 
FREITAG et al., 2010; GREENBERG et al., 2001; GRIGORENKO, 2009; 
RONALD; HOEKSTRA, 2011). Estudo com gêmeos apresenta concordância de 
60% no autismo clássico em monozigóticos contra 0% em dizigóticos (MUHLE; 
TRENTACOSTE; RAPIN, 2004). A alta concordância em monozigóticos é um 
indicativo de que a herança genética é um fator determinante no 
desencadeamento do autismo. Algumas condições genéticas, como Síndrome 
do X-frágil e Esclerose Tuberosa, tem alta correlação com TEA (BELMONTE et 
al., 1995; BROWN et al., 1982; FELICIANO et al., 2013; NUMIS et al., 2011; 
TURK; GRAHAM, 1997). A idade avançada dos genitores, independentemente 
do sexo, parece estar envolvida no desencadeamento do TEA (DURKIN et al., 
2008). Porém, fatores como baixa fertilidade e mudança do estilo de vida em 
pessoas com mais de 40 anos também são possíveis explicações para esse 
achado (OLSEN; ZHU, 2009). 
Outros componentes intimamente envolvidos com o desencadeamento do 
TEA são as alterações no sistema imunológico durante a gestação 
(PATTERSON, 2009). Observações epidemiológicas sugerem que a exposição 
a teratógenos durante a gestação poderia estar relacionada  ao 
desencadeamento do TEA, destacando-se o ácido valproico (VPA) 
(CHRISTENSEN et al., 2013; CHRISTIANSON; CHESLER; KROMBERG, 1994; 
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MOORE et al., 2000; SMITH; BROWN, 2014; WILLIAMS et al., 2001; WILLIAMS; 
HERSH, 1997). Essas observações auxiliaram o estabelecimento de um modelo 
animal para o estudo de autismo induzido farmacologicamente pela exposição 
pré-natal ao VPA (RODIER et al., [s.d.]; SCHNEIDER; KOCH, 2005). Posterior 
ao desenvolvimento do modelo, ainda foi demonstrado que o VPA aumenta 
significativamente a incidência de autismo nos filhos de mães que faziam uso 
deste medicamento durante a gestação, especialmente no primeiro trimestre 
(CHRISTENSEN et al., 2013; HARDEN, 2013). 
1.4. Modelo animal de autismo induzido pela exposição ao VPA 
Entre modelos animais que induzem comportamentos do tipo autista, a 
exposição pré-natal ao VPA em roedores é um dos mais caracterizados. Os 
filhotes machos de fêmeas expostas ao VPA apresentam várias características 
semelhantes às encontradas em pacientes com autismo, assemelhando-se tanto 
aos sintomas centrais quanto a algumas comorbidades observadas no TEA 
(BAMBINI-JUNIOR et al., 2011; ROULLET et al., 2010; SCHNEIDER; KOCH, 
2005; SCHNEIDER et al., 2008a). Os animais do modelo apresentam prejuízos 
comportamentais correspondentes aos observados em pacientes (BAMBINI-
JUNIOR et al., 2011), fato esse de extrema importância, visto que o diagnóstico 
do TEA é dado através da avaliação comportamental. Entre os comportamentos 
alterados, destacam-se atividade exploratória aumentada em campo aberto 
(SCHNEIDER et al., 2008a; TSUJINO et al., 2007), aumento de padrões 
comportamentais estereotipados (SCHNEIDER et al., 2008a) e do tipo ansioso 
(MARKRAM et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2008a), rigidez comportamental 
(BAMBINI-JUNIOR et al., 2011), aumento da memória de tarefas aversivas 
(MARKRAM et al., 2008), menor sensibilidade a estímulos nocivos (SCHNEIDER 
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et al., 2008a; WANG et al., 2016) e prejuízos sociais (BAMBINI-JUNIOR et al., 
2011; SCHNEIDER; KOCH, 2005; YOCHUM et al., 2008). Alterações no ciclo 
sono-vigília e diminuição nas interações sociais e nas respostas emocionais são 
características predominantes no autismo e foram também relatados no modelo 
animal (TSUJINO et al., 2007).  
Os roedores expostos ao VPA expressam também alterações 
moleculares semelhantes às observadas no TEA (GOTTFRIED et al., 2013), 
incluindo o funcionamento alterado dos sistemas opioidérgicos (SCHNEIDER et 
al., 2007), serotoninérgicos (TSUJINO et al., 2007), dopaminérgicos (TSUJINO 
et al., 2007), gabaérgicos (FUKUCHI et al., 2009) e glutamatérgicos (BRISTOT 
SILVESTRIN et al., 2013).  
O modelo animal já demonstrou apresentar validade de face (fortes 
semelhanças fenotípicas e fisiopatologia relacionada) e validade de construto 
(um mesmo fator de risco; neste caso, exposição ao VPA durante o período 
embrionário). Em relação à validade preditiva,  muitos autores divergem nessa 
questão em relação ao modelo VPA, uma vez que não se conhecem quais rotas 
biológicas estão envolvidas nessa resposta (ROULLET; LAI; FOSTER, 2013); 
porém, há fortes indícios que o modelo VPA também possua validade preditiva, 
ou seja, uma mesma resposta a tratamentos que visam controlar sintomas e 
comorbidades do TEA (MABUNGA et al., 2015). Portanto, esse modelo pode ser 
usado para elucidar alvos com a finalidade de aperfeiçoar intervenções 
farmacológicas para prevenção, reversão ou atenuação de sintomas 
semelhantes ao TEA (TYZIO et al., 2014). 
Uma vez que os critérios para diagnóstico do TEA são clínicos e resultam 
de análises comportamentais, atualmente, é impossível estudar esse transtorno 
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em humanos antes da manifestação dos sintomas. Devido às suas 
peculiaridades, os modelos animais fornecem a oportunidade de análise de 
alterações do desenvolvimento que podem desencadear as características do 
TEA (FAVRE et al., 2013; KATAOKA et al., 2013). Dessa forma, surge a 
possibilidade de estudo e manipulação de vias biológicas para compreensão e, 
até mesmo, prevenção do surgimento das alterações comportamentais típicas 
do TEA. Uma das principais metas do nosso grupo de pesquisa é a modulação 
de gatilhos etiológicos por moléculas que agem em alguns sistemas de 
sinalização como tentativa de prevenir ou atenuar o efeito do VPA após a 
indução do modelo de autismo. 
1.5. MicroRNA 
Os microRNA (miRNA) são pequenos RNA não-codificantes com 19-25 
nucleotídeos que atuam como reguladores da tradução de RNA mensageiros em 
suas correspondentes proteínas. Assim, eles se destacam como elementos 
essenciais no controle de diversos processos celulares durante o 
desenvolvimento e na fase adulta (AMBROS, 2004). Desde sua primeira 
descrição em 1993 (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993), muitos estudos têm 
mostrado que essas moléculas são capazes de controlar seus RNA mensageiros 
alvos através da interação principalmente com suas regiões 3’UTR (BARTEL, 
2009; FILIPOWICZ; BHATTACHARYYA; SONENBERG, 2008).  
Quanto à biogênese, os miRNA são gerados a partir de regiões 
específicas de diversos genes, os quais são transcritos em um miRNA primário 
longo (pri-miRNA) pela enzima RNA polimerase III (BORCHERT; LANIER; 
DAVIDSON, 2006). Depois de transcrito, o pri-miRNA é clivado no núcleo por um 
complexo formado pelas proteínas Dgcr8 e Drosha a uma estrutura mais curta 
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em forma de grampo, com 50-120 nucleotídeos, a qual constitui o miRNA 
precursor (pré-miRNA)(YANG et al., 2006).  O pré-miRNA é então transportado 
para o citoplasma pela proteína exportina 5 (YI et al., 2005). Uma vez no 
citoplasma, o pré-miRNA sofre a ação da enzima Dicer, uma RNAase III, 
produzindo então uma fita dupla (miRNA: miRNA*) de aproximadamente 22 
pares de bases. Após a separação desse duplex, uma das fitas (miRNA*) será 
degradada e outra (miRNA) será acoplada a um complexo silenciador induzido 
por RNA (do inglês, RISC) (OKAMURA et al., 2008). O complexo RISC, por sua 
vez, liga-se em sequências localizadas predominantemente na região 3’UTR do 
RNA mensageiro, podendo bloquear a sua tradução e/ou conduzi-lo à 
degradação (DOENCH; SHARP, 2004; KEDDE et al., 2007; LIU, 2008). Além de 
regular o processo de tradução, sabe-se que os miRNA podem influenciar a 
transcrição gênica, uma vez que interferem nos níveis de fatores de transcrição 
(KOSIK, 2006).  
Para que haja um reconhecimento específico do RNA mensageiro alvo 
pelo seu miRNA, não é necessária a complementaridade total de bases entre 
essas duas sequências. Em vez disso, uma pequena sequência de 6–8 
nucleotídeos na extremidade 5’ do miRNA, conhecida como sequência ‘‘seed”, 
proporciona grande parte da regulação gênica via miRNA (GRIMSON et al., 
2007). De fato, complementaridades parciais entre sequências de miRNA e as 
regiões terminais 3’ UTR dos RNA mensageiros alvos são suficientes para 
impedir sua translação ou proporcionar sua desestabilização. Pelo fato da 
exigência desse pequeno número de bases para essa regulação, um grande 
número de transcritos pode ser alvos de um único miRNA. Por outro lado, um 
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único RNA mensageiro pode ser negativamente regulado por diversos miRNA 
(FRIEDMAN et al., 2008).  
Os miRNA estão possivelmente envolvidos em todos os processos 
biológicos, por modificar e a modular a tradução de milhares de RNA 
mensageiros (KAMAL; MUSHTAQ; GREIG, 2015). Assim, podem participar na 
regulação de vários processos celulares fisiológicos e patológicos, incluindo o 
desenvolvimento do embrião, proliferação, migração e diferenciação celular, 
apoptose, sobrevivência, tumorigênese e plasticidade sináptica (BRODERICK; 
ZAMORE, 2011). Diversas interações entre miRNA e seus alvos já foram 
validadas experimentalmente em diferentes espécies e diversas interações entre 
rotas de sinalização já foram descritas (HSU et al., 2011). Assim, há uma 
crescente evidência que os miRNA possuem funções centrais nessas rotas 
através da regulação da tradução de seus componentes proteicos. Em 
contrapartida, foi demonstrado que algumas dessas rotas de sinalização podem, 
por si só, modular a expressão de diversos miRNA (DAVIS-DUSENBERY; 
HATA, 2010), resultando em uma dependência funcional bidirecional entre 
miRNA e rotas de sinalização. 
Os miRNA são particularmente abundantes no sistema nervoso central 
(SNC), sendo que algumas populações se encontram enriquecidas em regiões 
encefálicas específicas (CAO et al., 2006; SAUGSTAD, 2010). Eles estão 
envolvidos no desenvolvimento do sistema nervoso, na manutenção do fenótipo 
neuronal, bem como na diferenciação celular. Exemplos de miRNA com essas 
funções são miR-430, miR-9 e miR-124 (BARBATO et al., 2008). Além disso, 
esses pequenos reguladores também são expressos em dendritos, como o miR-
134, que regula negativamente o tamanho de espinhos dendríticos e sua ação é 
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bloqueada pelo fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) (SCHRATT et al., 
2006) e o miR-138, que tem papel na maturação dessas estruturas (SIEGEL et 
al., 2009). Alguns miRNA, como o miR-132 e o miR-124,  influenciam a síntese 
local de proteínas, estando implicados, assim, na plasticidade sináptica 
(BARBATO et al., 2008; SAUGSTAD, 2010; WAYMAN et al., 2008). 
Níveis alterados de alguns miRNA têm sido implicados em várias 
desordens do SNC, como doença de Alzheimer, doença de Parkinson, doença 
de Huntington, atrofia lateral amiotrófica, esquizofrenia e TEA (DE SMAELE; 
FERRETTI; GULINO, 2010; SAUGSTAD, 2010). No entanto, ainda há poucos 
estudos demonstrando o papel dos miRNA no contexto de TEA (KAMAL; 
MUSHTAQ; GREIG, 2015). Em um estudo, 470 miRNA humanos foram 
avaliados em seis pacientes com TEA e seis indivíduos neurotípicos e verificou-
se que nove dos 470 miRNA apresentavam níveis aumentados ou diminuídos 
nos pacientes autistas, sugerindo o envolvimento dos miRNA na fisiopatologia 
do TEA (TALEBIZADEH; BUTLER; THEODORO, 2008). Outros estudos também 
sugerem alterações na regulação de vários miRNA associados ao TEA, dentre 
eles miR-132, miR-146a, miR-23a, miR-23b (TALEBIZADEH; BUTLER; 
THEODORO, 2008), miR-106b e miR-23a (ABU-ELNEEL et al., 2008). 
A identificação sistemática e a caracterização de miRNA pode auxiliar na 
elucidação de mecanismos envolvidos no desencadeamento do TEA e também 
representar uma possível estratégia promissora como potenciais biomarcadores 
que podem ser obtidos de forma não invasiva para a detecção e diagnóstico 
precoce do TEA, uma vez que podem ser isolados a partir de amostras biológicas 
facilmente obtidas de pacientes, como sangue e saliva, as quais, a priori, 
refletem o perfil de expressão de miRNA no SNC. 
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1.6. Resveratrol 
O resveratrol (3,4,5’-trihidroxiestilbeno - RSV) é um composto polifenólico 
de ocorrência natural, produzido por diversas plantas para protegê-las contra a 
radiação ultravioleta, ataques de fungos e outros danos (PHILIPPE JEANDET et 
al., 2002; SCHOUTEN et al., 2002). O RSV foi primeiramente isolado de raízes 
da planta heléboro-branco (Veratrum album) na década de 40. Desde então, 
soube-se que esta molécula também está presente em uvas, pinhos, amendoins 
e no vinho tinto, possuindo diversos efeitos biológicos (FRÉMONT, 2000; VANG 
et al., 2011). 
Nas últimas duas décadas, os polifenóis, especialmente o RSV, 
receberam atenção especial da comunidade científica por meio de estudos 
mostrando seus papéis protetores e terapêuticos em diversas patologias, 
incluindo câncer (GUPTA et al., 2011; JANG et al., 1997; NUTAKUL et al., 2011) 
e diabetes (HUANG et al., 2010; YAO et al., 2015). Adicionalmente, diversos 
estudos já demonstraram efeitos anti-inflamatórios (LEE et al., 2015; SÁNCHEZ-
FIDALGO et al., 2010) e antioxidantes (MOHAMMADSHAHI; HAIDARI; SOUFI, 
2014) dessa molécula, os quais poderiam explicar o aumento da expectativa de 
vida proporcionado pelo tratamento com RSV em algumas espécies (BAUR et 
al., 2006; HOWITZ et al., 2003; WOOD et al., 2004). Ainda, estudos ressaltam 
seus efeitos neuroprotetores (QUINCOZES-SANTOS; GOTTFRIED, 2011; 
TANG, 2010).  
Em estudo recente de nosso grupo de pesquisa, um tratamento pré-natal 
com RSV foi capaz de prevenir os prejuízos de sociabilidade na prole no modelo 
animal de autismo induzido pela exposição pré-natal ao VPA (BAMBINI-JUNIOR 
et al., 2014). Adicionado a isso, um novo estudo do nosso grupo mostrou que 
essa molécula também é capaz de prevenir prejuízos sensoriais neste mesmo 
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modelo animal (FONTES-DUTRA et al., 2018). Esses resultados possibilitam o 
uso dessa molécula como ferramenta crucial para a compreensão da 
fisiopatologia do TEA, bem como no auxílio nos estudos de rotas biológicas e 
estruturas envolvidas em sua etiologia, tanto em embriões quanto em idades 
pós-natal. 
Apesar desses diversos estudos em modelos animais e culturas celulares, 
dados de testes clínicos em humanos ainda estão em desenvolvimento 
(PANGENI et al., 2014; TOMÉ-CARNEIRO et al., 2013), de forma que não se 
recomenda a suplementação de RSV em quantidades superiores àquelas 
obtidas através do consumo de alimentos que contenham essa molécula. 
1.7. Sinalização purinérgica e TEA 
Há uma crescente evidência do papel das disfunções mitocondriais no 
TEA (FILIPEK et al., 2003; TSAO; MENDELL, 2007), sendo que um estudo 
mostrou que os níveis de DNA mitocondrial estavam aumentados em crianças 
com TEA (PICARD et al., 2014). Além disso, um comprometimento do 
metabolismo energético mitocondrial tem sido proposto para desempenhar um 
papel no desencadeamento do TEA (LOMBARD, 1998; PASTURAL et al., 2009; 
PATOWARY et al., 2017). É importante notar que o ATP extracelular de origem 
mitocondrial é um sinal de alarme universal liberado pelas células sob estresse. 
Esse ATP liberado pode, em células adjacentes, desencadear processos 
inflamatórios (CHAN; GOLD; VON AHSEN, 2011; CORRIDEN; INSEL, 2010; 
FAAS; SÁEZ; DE VOS, 2017) e induzir uma intensa reação autoimune 
(THEOHARIDES; ASADI; PATEL, 2013; ZHANG et al., 2012). Aproximadamente 
50% do conteúdo mitocondrial que é liberado contém ATP, cuja ação pode ser 
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bloqueada por inibidores de receptores purinérgicos (DUBYAK, 1991; 
KRISHTAL; MARCHENKO; PIDOPLICHKO, 1983).  
Os receptores purinérgicos ionotrópicos P2X são uma classe de canais 
hetero e homotriméricos permeáveis a cátions que se ligam ao ATP extracelular 
(FREDHOLM et al., 1994; RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). Entre os sete 
receptores da família dos P2X (P2X1 a P2X7), o receptor P2X4 é de especial 
interesse como regulador do sistema nervoso e é encontrado em grandes 
quantidades no encéfalo (BORTOLATO et al., 2013; RUBIO; SOTO, 2001). Além 
disso, parece estar envolvido na regulação do sistema neuroendócrino 
(ZEMKOVA et al., 2010), na plasticidade hipocampal (BAXTER et al., 2011), na 
modulação da atividade dos receptores GABA-A (JO et al., 2011) e nos 
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (BAXTER et al., 2011). Outras 
subunidades P2X, como os subtipos P2X2 e P2X7, estão envolvidas na 
proliferação neural e na especificação do fenótipo de diferenciação (GLASER et 
al., 2014; GLASER; RESENDE; ULRICH, 2013), bem como em respostas 
sensoriais (LEWIS et al., 1995) e inflamatórias (BARICORDI et al., 1999), as 
quais foram demonstradas alteradas em pacientes com TEA (TOMCHEK; 
DUNN, 2007) e no modelo VPA (SCHNEIDER et al., 2008b). 
Os receptores P2Y, uma classe de receptores purinérgicos acoplados à 
proteína G, são determinantes fundamentais em muitas respostas fisiológicas, 
incluindo neuromodulação (GUZMAN; GEREVICH, 2016; PUCHAŁOWICZ et al., 
2015; VON KÜGELGEN; HOFFMANN, 2016), vasodilatação (RALEVIC; DUNN, 
2015), inflamação (GUZMAN; GEREVICH, 2016) e migração celular (HARDEN 
et al., 2010). Em mamíferos com o SNC já desenvolvido, o receptor P2Y2 torna-
se expresso em astrócitos corticais e neurônios, sob condições de lesão 
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cerebral, e sua ativação tem um papel neuroprotetor, regulando a proliferação e 
migração de astrócitos e promovendo a estabilização de neuritos (BURNSTOCK, 
2007; PETERSON et al., 2010; WEISMAN et al., 2012). 
Publicações recentes demonstraram que a suramina, um antagonista 
inespecífico de receptores purinérgicos, foi capaz de reverter alterações 
comportamentais e metabólicas em modelo de TEA induzido por ativação imune 
materna (NAVIAUX et al., 2014, 2013), bem como em um modelo genético de 
Síndrome do X Frágil (NAVIAUX et al., 2015). É importante notar que a análise 
metabolômica identificou vias bioquímicas associadas a melhorias de sintomas 
que se sobrepõem tanto a pessoas com TEA quanto a modelos animais, as quais 
foram previamente identificadas como mediadoras funcionalmente relacionadas 
da resposta ao perigo celular evolutivamente conservada (NAVIAUX et al., 
2015). No entanto, os autores não conseguiram explicar como um efeito anti-
purinérgico poderia prevenir as mudanças comportamentais no modelo de rato 
poli (I:C), os quais mostraram ser dependentes dos níveis elevados de 
interleucina 6 (IL-6) (SMITH et al., 2007), nem como os efeitos terapêuticos foram 
alcançados no modelo genético. No entanto, a suramina é inespecífica e pode 
apresentar outros efeitos, tais como afetar os receptores acoplados a proteínas 
G (BOLITHO et al., 2007), inibir a secreção de mastócitos (JAFFAR; PEARCE, 
1990), proliferação de linfócitos T (NOVALES-LI, 1996) e atividade bactericida 
de leucócitos polimorfonucleares (ROILIDES et al., 1993).  
1.8. Interações neuroimunitárias e TEA 
Diversas alterações envolvendo o SNC foram observadas em modelos de 
autismo em roedores pela exposição pré-natal ao VPA (BAUM; STEVENSON; 
WALLACE, 2015; JUMAH et al., 2016; YANG et al., 2016). No entanto, uma 
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hipótese existente na pesquisa sobre o autismo que pode explicar seus 
mecanismos é o envolvimento de componentes do sistema imunitário no 
desencadeamento deste transtorno (CHOI et al., 2016; GESUNDHEIT et al., 
2013; KUGELBERG, 2016). Histórico familiar de doenças autoimunes 
(SWEETEN et al., 2003) e níveis alterados de citocinas inflamatórias 
(RATAJCZAK, 2011) são algumas das evidências que sugerem a relação entre 
sistema imunitário e TEA. 
Estudos prévios demonstraram que existem alterações no sistema 
imunológico durante a gestação que parecem estar intimamente envolvidas com 
o desencadeamento do TEA (PATTERSON, 2009). Evidências epidemiológicas 
relacionam ativação do sistema imunológico materno durante a gestação e 
alterações genéticas relacionadas ao sistema imunológico com o 
desenvolvimento de TEA pela prole (ATLADÓTTIR et al., 2010; CROEN et al., 
2005; KORVATSKA et al., 2002). Esses achados são corroborados por estudos 
envolvendo modelos animais (BAUMAN et al., 2014; MALKOVA et al., 2012) e, 
juntamente com as alterações imunológicas encontradas em pessoas com TEA 
(ASHWOOD et al., 2011), ajudam a estabelecer a natureza imunológica desse 
transtorno.  
Além de tecidos periféricos, alterações imunológicas em tecidos 
encefálicos já foram descritas em indivíduos com TEA (GOINES; ASHWOOD, 
2013). Análises de tecidos encefálicos post mortem revelaram indícios de 
neuroinflamação devido ao aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, 
principalmente IL-1β, IL-6, TNF-α e IFN-y, ativação neuroglial (ROSE; 
ASHWOOD, 2014) e alterações gênicas diretamente envolvidas com o sistema 
imunológico (LINTAS et al., 2011). 
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Adicionalmente, indivíduos diagnosticados com TEA frequentemente 
apresentam anormalidades linfocitárias. Proporções e quantidades reduzidas de 
linfócitos T CD4+ foram observadas em estudo com 25 pacientes (YONK et al., 
1990). Apesar de não haver relatos de infiltração linfocitária no SNC de pacientes 
com TEA, existe a possibilidade de isso ocorrer durante a gestação ou durante 
a primeira infância (GESUNDHEIT et al., 2013). Por outro lado, já foi relatada 
infiltração linfocitária no sistema gastrointestinal de pacientes com TEA, com um 
número aumentado de células CD4+ e CD8+ e produção elevada de citocinas 
inflamatórias por essas células (ASHWOOD et al., 2003; ASHWOOD; 
WAKEFIELD, 2006). 
Além dessas evidências encontradas diretamente em indivíduos com 
TEA, já foi demonstrado que existe uma relação entre ativação imune materna 
(alterações pró-inflamatórias maternas durante a gestação) com o nascimento 
de filhos com TEA, variando a desordem conforme o período de exposição 
(MEYER et al., 2008). Adicionalmente, já foi demonstrada uma correlação 
positiva entre infecção materna viral ou bacteriana nos dois primeiros trimestres 
de gestação com o desenvolvimento de TEA nos seus filhos (ATLADÓTTIR et 
al., 2010). 
Nesse contexto, variações nos níveis de citocinas maternas destacam-se 
como prováveis candidatos para mediar a comunicação entre sistema imunitário 
materno e fetal. Aumentos nos níveis de IL-6 durante a gestação é um dos fatos 
correlacionados com TEA na prole (SMITH et al., 2007). Estudos demonstram 
que ativação imune materna altera o desenvolvimento do encéfalo do feto 
através de receptores de IL-6 (SMITH et al., 2007). Somado a isso, já foi 
demonstrado que o VPA causa alterações imunitárias (ICHIYAMA et al., 2000; 
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ROSSI et al., 2012) e que as citocinas maternas são capazes de chegar ao feto 
durante o período crítico da gestação frequentemente utilizado para indução do 
modelo animal de autismo (DAHLGREN et al., 2006). Dessa forma, o estudo do 
balanço entre citocinas pró- e anti-inflamatórias no modelo animal de autismo 
induzido por exposição ao VPA pode gerar respostas que sustentem a hipótese 
neuroimunológica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo Geral 
Avaliar parâmetros comportamentais e moleculares no modelo animal de 
autismo induzido por exposição pré-natal ao ácido valproico e o possível efeito 
preventivo de resveratrol e reversivo de suramina sobre os parâmetros avaliados. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
Parâmetros comportamentais: 
- Avaliar possíveis alterações comportamentais no modelo VPA e o efeito do 
tratamento pré-natal com RSV ou tratamento pós-natal com suramina, por meio 
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dos seguintes parâmetros comportamentais: sociabilidade, comportamentos 
repetitivos, comportamento do tipo ansioso e parâmetros sensoriais; 
Quantificação de miRNA: 
- Analisar a expressão relativa de um grupo de miRNA no modelo VPA, 
combinado ou não ao tratamento pré-natal com RSV; 
Expressão gênica:  
- Quantificar os níveis de RNA mensageiros de receptores purinérgicos no 
modelo animal de autismo, combinado ou não com o tratamento pós-natal com 
suramina; 
- Quantificar os níveis de RNA mensageiros de citocinas pró-inflamatórias no 
modelo animal de autismo, combinado ou não ao tratamento pós-natal com 
suramina. 
Análise descritiva sobre a análise de miRNA: 
- Revisar algumas técnicas disponíveis para quantificação de miRNA e descrever 
detalhes importantes na realização da técnica de RT-qPCR para avaliação 
dessas moléculas. 
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DISCUSSÃO GERAL 
 
O Grupo de Estudos Translacionais em Transtorno do Espectro Autista 
(GETTEA) vem utilizando o modelo animal de autismo induzido por exposição 
pré-natal ao VPA para avaliar diversos aspectos moleculares e comportamentais 
do TEA, uma vez que ele apresenta diversas características similares àquelas 
encontradas em pacientes. Entre estas, se destaca a replicação das duas 
características centrais do diagnóstico do TEA: prejuízos na comunicação e 
interação social e comportamentos repetitivos e estereotipados (BAMBINI-
JUNIOR et al., 2011; SCHNEIDER; KOCH, 2005; SCHNEIDER et al., 2008a). 
Além disso, é comum estes animais apresentarem diversas comorbidades 
frequentemente encontradas em indivíduos com TEA, incluído rigidez 
comportamental, prejuízos sensoriais e comportamentos do tipo ansioso 
(BAMBINI-JUNIOR et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2008b; SCHNEIDER; 
PRZEWŁOCKI, 2005). Dessa forma, o modelo VPA é extremamente útil no 
estudo do autismo, uma vez que proporciona importantes descobertas 
relacionadas a comprometimentos metabólicos que muitas vezes estão 
subjacentes às alterações comportamentais encontradas no contexto do TEA.  
Entretanto, apesar das diversas descobertas já realizadas através da utilização 
de modelos animais de autismo, ainda pouco se sabe sobre a fisiopatologia 
deste transtorno. Os exatos mecanismos pelos quais o VPA estaria agindo para 
desencadear as características do tipo autista em roedores ainda permanecem 
desconhecidos. 
A utilização de modelos animais de autismo em roedores possibilita, de 
uma forma mais aprofundada, o estudo das características do TEA, visando dois 
objetivos principais. Primeiramente, o modelo animal possibilita o estudo de 
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mecanismos moleculares que possam estar envolvidos no desencadeamento do 
transtorno. Além disso, a utilização de modelos animais de autismo pode ser 
utilizada como potencial ferramenta para o estudo de estratégias terapêuticas 
que possam prevenir, reverter ou atenuar diversas características 
comportamentais apresentadas no TEA.  
Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado 
que o RSV foi capaz de prevenir prejuízos sociais no modelo animal de autismo 
induzido pelo VPA através do teste Três Câmaras (BAMBINI-JUNIOR et al., 
2014). Em um dos trabalhos realizados na presente tese, nós complementamos 
e corroboramos esse estudo de 2014, mostrando que o RSV também foi capaz 
de prevenir prejuízos sociais no teste de sociabilidade recíproca. Apesar de 
envolver padrões de interações sociais mais complexos que aqueles observados 
no teste de três câmaras, nesse teste de sociabilidade recíproca também foi 
possível observar que houve prejuízos no comportamento sociais nos ratos cujas 
mães foram expostas ao VPA e, da mesma forma, o tratamento pré-natal com 
RSV foi capaz de prevenir essas alterações.  
Em outro trabalho desenvolvido, nós também analisamos o 
comportamento social de ratos prenatalmente expostos ao VPA, porém testando 
um tratamento pós-natal com suramina, um antagonista purinérgico não-seletivo 
(DUNN; BLAKELEY, 1988). Ratos do grupo VPA apresentaram prejuízos na 
sociabilidade e na novidade social no teste de Três Câmaras, corroborando um 
trabalho anterior do grupo (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011, 2014). No presente 
trabalho, uma única injeção de suramina em ratos de 30 dias foi capaz de 
reverter estes prejuízos sociais induzidos pelo VPA observados nesse teste. Por 
outro lado, a suramina não foi capaz de reverter os prejuízos sociais induzidos 
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pelo VPA, quando observamos o comportamento pelo teste de sociabilidade 
recíproca.  
Como já foi dito acima, o teste de sociabilidade recíproca provavelmente 
envolve padrões mais complexos de interações sociais entre dois animais livres, 
diferente do teste de três câmaras, onde o animal de interação permanece dentro 
de uma gaiola, de forma que a interação depende de um comportamento ativo 
do animal testado. No teste da sociabilidade recíproca, por sua vez, a interação 
social pode ocorrer por uma iniciativa do animal que está sendo testado, ou ele 
pode ser estimulado a interagir após uma iniciativa do seu companheiro de caixa. 
Assim, a característica peculiar desse teste pode estar envolvendo outros 
mecanismos de comportamento social, causando alterações adicionais que 
foram prevenidas pelo RSV, embora nenhum efeito tenha sido observado após 
tratamento pós-natal com suramina.  
Além da análise do comportamento social, os trabalhos realizados nessa 
tese também envolveram outro aspecto central do TEA: o comportamento 
repetitivo e estereotipado. Em roedores, essa característica pode ser mensurada 
de várias formas, dependendo do contexto utilizado. Testes utilizados para isso 
incluem comportamento de autolimpeza excessivo, cambalhotas pra trás e 
movimentos corporais rítmicos. Estes comportamentos compartilham 
características importantes com aquelas observadas no TEA, incluindo a pouca 
variação na forma de resposta e o fato de não haver nenhum propósito ou função 
óbvia nesses movimentos (LEWIS et al., 2007). Aqui, utilizamos o 
comportamento de autolimpeza para avaliar comportamento repetitivo e 
estereotipado no modelo animal de autismo induzido por VPA, uma vez que esse 
teste é considerado padrão-ouro para avaliação desse tipo de comportamento. 
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Nossos resultados mostraram, em conjunto, que ratos do modelo VPA gastam 
mais tempo fazendo autolimpeza do que os ratos que não foram expostos ao 
VPA, especialmente em períodos finais dos testes.  Em ambos os trabalhos, o 
tratamento pré-natal com RSV ou pós-natal com suramina não tiveram efeito 
terapêutico sobre esse comportamento.  
Além disso, em um dos trabalhos, nós avaliamos separadamente os 
eventos de autolimpeza completo e incompleto. Um padrão de autolimpeza 
completo se caracteriza como uma sequência ordenada de movimentos no 
sentido cefalocaudal, enquanto na autolimpeza incompleta (ou fragmentada) o 
animal não realiza todos os movimentos ou os realiza de forma desordenada 
(BERRIDGE, 1989; CANNON et al., 1992). Em nosso estudo, animais expostos 
ao VPA apenas apresentaram um maior número de eventos de autolimpeza 
completos, enquanto nenhuma diferença foi encontrada na autolimpeza 
incompleta. Uma explicação para essa diferença pode residir no fato de que 
diferentes regiões encefálicas e conexões neuronais podem estar envolvidas 
nesses dois tipos de autolimpeza. Por exemplo, um estudo de 2012 demonstrou 
que apenas eventos de autolimpeza completos são iniciados através de um 
estímulo na linha média cerebelar (ou locus coeruleus) (STRAZIELLE et al., 
2012). Uma hipótese é a de que as alterações moleculares e/ou morfológicas 
causadas pelo VPA possam estar ocorrendo em diferentes regiões encefálicas 
em graus de intensidade distintas, o que poderia explicar tais discrepâncias em 
diferentes parâmetros comportamentais.  
Um aspecto importante relacionado ao comportamento de autolimpeza é 
o componente sensorial. Estudos já demonstraram que um aumento na 
sensitividade sensorial pode ser observado em indivíduos com hábitos de 
107 
 
higiene compulsiva, como puxar o cabelo, pegar a pele e roer as unhas, os quais 
são coletivamente conhecidos como comportamentos repetitivos focados no 
corpo (do inglês body-focused repetitive behaviors, BFRB) (HOUGHTON et al., 
2018). Prejuízos sensoriais são uma das características mais importantes do 
TEA, afetando mais de 90% dos pacientes (GESCHWIND, 2009). Hiper-
responsividades táctil e auditiva são exemplos dessas alterações sensitivas, as 
quais poderiam impactar em muitos aspectos a qualidade de vida dos indivíduos 
com TEA (COSKUN et al., 2009; O’CONNOR, 2012; PUTS et al., 2014). Um dos 
trabalhos realizados mostrou que os ratos expostos ao VPA apresentaram altos 
escores no teste de estimulação das vibrissas (do inglês whisker nuisance task, 
WNT), corroborando um trabalho recente do grupo (FONTES-DUTRA et al., 
2018). Estes resultados podem sugerir um incômodo ou perturbação no controle 
sensorial, podendo levar ao aumento do comportamento de autolimpeza. 
Enquanto o RSV foi capaz de prevenir o aumento dos escores no WNT nesse 
mesmo estudo anterior do grupo, nenhum efeito da suramina foi observado, 
sugerindo mais uma vez que essas duas moléculas agem em diferentes tecidos, 
regiões e/ou vias de sinalização. 
O teste de transmissão social por preferência alimentar (do inglês social 
transmission of food preference, STFP) é aplicado para avaliação indireta da 
comunicação social entre os ratos. Isto se dá pela apresentação de uma comida 
com um novo sabor para um representante de um grupo de ratos (o 
demonstrador) e pela subsequente avaliação da preferência alimentar dos 
demais ratos da ninhada (os observadores) entre a comida com este sabor 
apresentado e uma comida com sabor desconhecido. Quando analisamos a 
porcentagem de consumo da comida apresentada, os ratos expostos ao VPA 
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apresentaram uma menor porcentagem em relação aos ratos do grupo controle 
e RSV, indicando que aqueles não tiveram preferência pelo sabor previamente 
experimentado pelo seu irmão em relação a estes. Dada essa menor 
porcentagem de consumo do sabor apresentado, investigamos se esse efeito 
poderia ser causado por um menor consumo relativo da comida com sabor 
apresentado ou, alternativamente, a um maior consumo relativo da comida não 
apresentada. Assim, ao analisarmos o consumo médio absoluto por grupo, 
vimos que, de uma forma geral, os animais não apresentam diferença 
significativa no consumo da comida não apresentada. Em contrapartida, os 
animais expostos ao VPA tendem a consumir menos da comida apresentada.  
Uma vez que existe uma alteração sensorial de cunho somático 
importante mostrada pela primeira vez por nosso grupo (FONTES-DUTRA et al., 
2018), a contrapreferência dos ratos expostos ao VPA pode ser um indicativo da 
alteração do processamento sensorial de cunho olfatório, possivelmente, nesses 
roedores. Assim, o estímulo olfatório gerado pela apresentação daquele sabor 
poderia estar gerando uma memória aversiva a esses animais, fazendo com que 
eles tendam a comer menos daquela comida previamente apresentada, 
refletindo sobre a menor porcentagem de consumo desta.  
Apesar de se saber que a informação sensorial é processada 
primariamente por regiões corticais com redes especializadas para o tipo de 
modalidade, estudos vêm demonstrando o papel importante de regiões 
subcorticais, como a amígdala, nessa atribuição de cunho afetivo em diferentes 
tipos de informação, como as sensoriais. Tanto em indivíduos com TEA, quanto 
no modelo animal VPA, alterações da amígdala já foram observadas 
(BANERJEE et al., 2014; LIN et al., 2013; MARKRAM et al., 2008). É possível 
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que nossos resultados apontem não só para um processamento sensorial 
alterado, mas também para a possibilidade de atribuição de valor afetivo do tipo 
aversivo sobre esta informação por possível hiperativação da amígdala, devido 
a um hiperprocessamento sensorial no STFP. Apesar de estudos prévios terem 
demonstrado que alterações de cunho somático são prevenidas pela 
administração de RSV (FONTES-DUTRA et al., 2018), nenhum efeito preventivo 
foi observado no STFP.  
Sujeitos com TEA frequentemente apresentam hipossensitividade à dor. 
No entanto, a observação desta característica depende de como os testes são 
conduzidos (MOORE, 2015), não sendo, portanto, um consenso na literatura. 
Em nosso estudo, os animais expostos ao VPA apresentam maiores latências 
para sentir um estímulo térmico, indicando uma menor reatividade nociceptiva 
no modelo VPA, o que também já foi observado em outros trabalhos utilizando o 
mesmo modelo (SCHNEIDER et al., 2008a). Assim como observado para o 
WNT, o tratamento pós-natal com suramina não foi capaz de reverter o prejuízo 
na sensitividade térmica causado pelo VPA. 
Outro achado importante desta tese foi o fato de que os animais expostos 
ao VPA apresentam comportamento do tipo ansioso mais exacerbado que os 
animais não expostos, o que foi verificado através do menor tempo explorando 
os braços abertos no labirinto em cruz elevado. Esse achado corrobora estudos 
anteriores utilizando modelos animais de autismo (PATTERSON, 2011), além de 
refletir em modelos animais uma comorbidade frequentemente encontrada em 
crianças e adolescentes com TEA (SIMONOFF et al., 2008; VAN STEENSEL; 
BÖGELS; PERRIN, 2011). O tratamento pós-natal com suramina, além de ter 
efeito terapêutico sobre o comportamento social em nossos dados e em 
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trabalhos anteriores (NAVIAUX et al., 2014, 2015, 2013), foi capaz de reverter 
totalmente o aumento do comportamento do tipo ansioso em animais expostos 
ao VPA. 
Apesar de um tratamento antipurinérgico ter um efeito ansiolítico no 
modelo animal de autismo induzido por VPA, um estudo anterior demonstrou que 
outro antagonista não-específico de receptores purinérgicos, o piridoxalfosfato-
6-azofenil-2′,4′-ácido dissulfônico (PPADS) possui efeitos ansiogênicos 
(KITTNER et al., 2003), o que vai de encontro aos nossos achados. Talvez os 
efeitos ansiolíticos da suramina (o qual também é um antagonista não específico 
de receptors purinérgicos do tipo P2) possa estar envolvendo rotas alternativas 
que não sejam seus efeitos sobre o sistema purinérgico, uma vez que essa 
molécula é capaz de bloquear diversos outros receptores e enzimas que não 
necessariamente estejam envolvidas na sinalização purinérgica (BUTLER et al., 
1988; CALCATERRA; VICARIO; ROVERI, 1988; FORTES; ELLORY; LEW, 
1973; MAHONEY; AZZI; HUANG, 1990; MORIYAMA; NELSON, 1988; ONO; 
NAKANE; FUKUSHIMA, 1988; WILLS; WORMALL, 1950).  
As atividades locomotoras e exploratórias do modelo animal de autismo 
também foram avaliadas em um dos trabalhos desenvolvidos nessa tese, 
utilizando um aparato de campo aberto. Através de programa de monitoramento 
automatizado da atividade (Anymaze, Stoelting, U.S.A.), nós mensuramos a 
distância percorrida e a velocidade média dos animais no aparato durante 30 
minutos. Nenhuma diferença foi encontrada em nenhum desses parâmetros 
entre os grupos experimentais, indicando que a exposição ao VPA não causa 
alterações motoras a ponto de comprometer a locomoção destes animais, 
conforme já foi observado em estudos anteriores (BANERJEE et al., 2014). No 
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entanto, os animais do grupo VPA ficaram menos tempo no quadrante central no 
campo aberto, corroborando o resultado de um maior comportamento do tipo 
ansioso nesses animais, uma vez que os animais mais ansiosos tendem a ir para 
os cantos do aparato. Igualmente ao observado no teste no labirinto em cruz 
elevado, suramina foi capaz de reverter essa alteração.  
Em relação à atividade exploratória, nós observamos uma redução 
significativa no número de explorações verticais nos animais expostos ao VPA, 
comparado aos controles. Esse achado pode ser relacionado com a redução do 
interesse social, também observado nestes animais nos testes de sociabilidade. 
Assim como observado em outros parâmetros avaliados, o tratamento com 
suramina não foi capaz de reverter essa alteração na atividade exploratória 
desses animais.  
Além de análises comportamentais, os trabalhos desenvolvidos nessa 
tese também abrangeram algumas análises moleculares, com o objetivo de 
tentar elucidar alguns mecanismos da ação do VPA e dos tratamentos 
realizados. Nós utilizamos a técnica de transcrição reversa seguida da reação 
em cadeia de polimerase quantitativa (do inglês reverse transcription followed by 
quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) para analisar a expressão 
relativa de um conjunto de miRNA em amostras de sangue de pacientes com 
TEA e no modelo animal de autismo induzido pela exposição ao VPA. Nós 
encontramos um aumento nos níveis de miR138-5p e miR134-5p no sangue de 
pacientes, comparado aos controles. Curiosamente, o miR134-5p também 
apresentou um aumento em sangue de animais do grupo VPA. Estes achados 
sugerem que a avaliação do perfil de expressão de miRNA pode ser utilizada 
para identificar as vias biológicas potencialmente alteradas na TEA. Uma vez 
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que miRNA podem passar para a corrente sanguínea a partir de células, tecidos 
e órgãos (CREEMERS; TIJSEN; PINTO, 2012; LUDWIG et al., 2016), alterações 
nos níveis de miRNA circulante podem refletir alterações em outros tecidos, 
incluindo os sistemas nervoso e imunitário.  
Esse trabalho traz novas perspectivas para a avaliação dos níveis de 
miRNA em diferentes estágios de desenvolvimento e diferentes tecidos, para 
podermos explorar as funções dessas pequenas moléculas na etiologia do TEA. 
Para isso, muitos estudos ainda são necessários e a técnica de RT-qPCR ganha 
destacada importância nesse aspecto. Diferente da análise da expressão de 
RNA mensageiros, que é comumente realizada por PCR, a quantificação de 
miRNA é mais frequentemente realizada pela técnica de microarranjo. No 
entanto, o tamanho reduzido e as quantidades limitadas de miRNA extraídas de 
tecidos animais trazem algumas dificuldades para as análises de miRNA 
utilizando essa técnica (LIN; LAI, 2013). Experimentos de microarranjo permitem 
o monitoramento do perfil de expressão simultâneo de diversos miRNA, mas seu 
uso apresenta algumas desvantagens, como a baixa sensibilidade e 
reprodutibilidade.  
A técnica de RT-qPCR, utilizada neste trabalho para avaliação da 
expressão de um conjunto de miRNA, apresenta-se como uma metodologia mais 
sensível e confiável que nos permitiu identificar tênues diferenças na expressão 
relativa dessas moléculas em diferentes grupos experimentais, o que 
provavelmente não seria possível se fosse utilizada a técnica de microarranjo. 
No entanto, para que os resultados obtidos pela técnica de RT-qPCR pudessem 
ser alcançados, foi necessária uma extensa padronização do protocolo, 
principalmente devido à carência de informações na literatura a respeito do uso 
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dessa técnica para avaliar expressão de miRNA. Nesse sentido, escrevemos um 
manuscrito onde informamos passo a passo o protocolo de análise de miRNA 
por RT-qPCR, com o objetivo de facilitar estudos posteriores do grupo e de 
outros pesquisadores. 
Um dos principais aspectos a serem levados em conta é a utilização de 
uma normalização adequada para as análises de miRNA. O propósito da 
normalização é remover as variações entre grupos devido à amostragem, 
permitindo identificar reais diferenças nos perfis de expressão de miRNA como 
consequência do estado patológico, tratamento ou estágio do desenvolvimento. 
Alguns miRNA exibem perfis de expressão que não se alteram sob diferentes 
condições, podendo servir como miRNA de referência nas quantificações de 
outros miRNA de interesse. Neste trabalho, nós realizamos uma varredura de 16 
miRNA selecionados para este trabalho, com o objetivo de encontrar os miRNA 
normalizadores para nossas análises. Nós utilizamos o algoritmo geNorm para 
investigarmos a variância de todos os miRNA selecionados e então avaliar a 
estabilidade nos níveis de expressão dos miRNA (PELTIER; LATHAM, 2008). 
A técnica de RT-qPCR é frequentemente utilizada para análises de 
expressão de RNA mensageiros. No entanto, quando utilizada para análise de 
miRNA, algumas diferenças devem ser destacadas. Uma delas é a necessidade 
de desenhar e sintetizar iniciadores específicos para transcrição reversa de cada 
um dos miRNA analisados. Isso ocorre porque, diferente dos RNA mensageiros 
maduros, que possuem uma cauda poliadenilada em sua extremidade 3’, a 
síntese de DNA complementar aos miRNA não pode ser realizada utilizando 
iniciadores complementares oligoDT. Assim, para tal, é necessária a aquisição 
desses iniciadores específicos, chamados de iniciadores em grampo (do inglês, 
114 
 
stem-loop primers). Em contrapartida, para as análises de PCR quantitativo, 
apenas um iniciador reverso é necessário para a quantificação de todos os 
miRNA analisados, uma vez que todos os iniciadores em grampo utilizados para 
a transcrição reversa possuem uma porção comum para todos os miRNA, na 
qual esse iniciador reverso universal é capaz de se ligar na etapa de anelamento 
ao DNA complementar durante a amplificação. 
Outra diferença da análise de miRNA em relação às análises de RNA 
mensageiros por RT-qPCR são as quantidades de molde utilizado. Uma vez que, 
dependendo do tecido analisado e do RNA em questão, as quantidades de 
miRNA são mais limitadas que as de RNA mensageiros, maiores quantidades 
de material de partida são necessárias para sua quantificação. Assim, partindo 
de um mesmo DNA complementar (o qual foi sintetizado a partir de um mesmo 
extrato de RNA), é possível realizar diferentes diluições, a fim de se encontrar 
as melhores condições para análise de diferentes miRNA em diferentes tecidos. 
Atenção especial também deve ser dada à quantidade e à qualidade dos 
iniciadores utilizados para as análises de miRNA por PCR. Para isso, além de 
um bom desenho dos iniciadores e escolha de uma empresa que os sintetize de 
forma adequada, é necessário realizar testes para verificar a especificidade dos 
iniciadores em relação aos produtos desejados, além de otimizar suas 
concentrações. Uma vez que as amostras periféricas podem ser mais facilmente 
obtidas de pacientes em relação a outros tecidos, a abordagem translacional que 
empregamos neste trabalho é capaz de sustentar o potencial uso de miRNA 
como biomarcadores no TEA. Não obstante, outros tipos de materiais biológicos 
podem futuramente ser utilizados com este objetivo, como as amostras de saliva 
de pacientes. Além de potenciais biomarcadores, a análise de miRNA pode 
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permitir a realização de diversos estudos mecanísticos envolvendo rotas de 
sinalização possivelmente alteradas no TEA, bem como a investigação de 
possíveis estratégias terapêuticas envolvendo essas moléculas. 
Trabalhos do grupo demonstraram um efeito preventivo do RSV sobre a 
diminuição do comportamento social e alterações sensoriais em ratos expostos 
prenatalmente ao VPA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; FONTES-DUTRA et al., 
2018). Além disso, já foi demonstrado que essa molécula foi capaz de prevenir 
alterações na organização cortical na área somatossensorial primária desses 
animais (FONTES-DUTRA et al., 2018), o que poderia explicar seu efeito sobre 
as alterações sensoriais encontradas. Aqui, nós demonstramos que o RSV 
também foi capaz de prevenir um aumento dos níveis do miR134-5p, um miRNA 
de grande importância na maturação de espinhos dendríticos e no 
desenvolvimento de sinapses (SCHRATT et al., 2006; TAI; SCHUMAN, 2006). 
Dada suas propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes e seus efeitos 
preventivos em modelos animais de autismo, o RSV surge como uma potencial 
molécula para futuras estratégias terapêuticas sobre sintomas e comorbidades 
do TEA, o que já está sendo buscado com testes pré-clínicos desenvolvidos pelo 
nosso grupo de pesquisa. 
Por outro lado, os efeitos terapêuticos da suramina sobre alguns 
parâmetros comportamentais observados no modelo animal de autismo induzido 
por exposição ao VPA nos levaram a investigar um possível papel do sistema 
purinérgico no desencadeamento das características do tipo autista em ratos. 
Para responder a essa questão, nós quantificamos a expressão relativa de RNA 
mensageiros de alguns receptores purinérgicos do tipo P2 nos grupos 
experimentais. Nossos resultados demonstraram um aumento nos níveis 
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corticais do receptor ionotrópico P2X4, enquanto no hipocampo houve um 
aumento de P2X4 e do receptor metabotrópico P2Y2 nos animais expostos 
prenatalmente ao VPA. Esses achados fortalecem a hipótese do envolvimento 
do sistema purinérgico no contexto do TEA, trazendo assim novas possibilidades 
de manipulações farmacológicas que explorem essa via.  
Embora nosso trabalho e outros estudos anteriores tenham demonstrado 
efeitos terapêuticos da suramina sobre prejuízos sociais em modelos animais de 
autismo (NAVIAUX et al., 2014, 2013), é sabido que esse fármaco dificilmente 
passa pela barreira hematoencefálica (BHE) em condições fisiológicas 
(HAWKING, 1940; RASEROKA; ORMEROD, 1986; SANDERSON; KHAN; 
THOMAS, 2007). Sendo assim, existem duas possibilidades que poderiam 
explicar tais resultados apesar dessa peculiaridade dessa molécula. 
Primeiramente, sabe-se que a suramina é capaz de se ligar a diversas proteínas 
plasmáticas como a albumina (HAWKING, 1978; ROBOZ et al., 1998), de forma 
que poderia então estar atravessando a BHE através de transportadores 
proteicos específicos. No entanto, mesmo que isso esteja ocorrendo, a suramina 
não é capaz de alcançar concentrações suficientemente altas no SNC para que 
possa exercer seus efeitos (SANDERSON; KHAN; THOMAS, 2007). 
Uma segunda explicação pode estar relacionada com a ação da suramina 
em tecidos periféricos. Uma das hipóteses mais investigadas no nosso grupo de 
pesquisa é que o VPA possa estar desencadeando alterações no sistema 
imunitário de roedores prenhes, as quais poderiam causar alterações 
imunológicas e inflamatórias na prole. Assim, uma vez que durante o 
desenvolvimento fetal existe uma interação entre sistema imunitário e SNC, 
possivelmente as alterações causadas pelo VPA possam estar indiretamente 
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causando alterações relacionadas à fisiopatologia do TEA. Por consequência, 
uma possível ação da suramina a nível periférico poderia modular algumas 
características do tipo autista a nível imunológico, mesmo não agindo 
diretamente sobre o SNC. 
Guiados por essa segunda hipótese, quantificamos os níveis de RNA 
mensageiro de algumas citocinas pró-inflamatórias em duas regiões encefálicas 
de ratos expostos prenatalmente ao VPA e tratados ou não com suramina. 
Corroborando estudos anteriores com tecidos post mortem de indivíduos com 
TEA e em modelos animais (WEI et al., 2012; XU; LI; ZHONG, 2015), 
encontramos níveis aumentados de IL-6 no córtex medial pré-frontal de animais 
expostos ao VPA, de forma que o tratamento com suramina foi capaz de reverter 
essa alteração. Visto que os níveis de IL-6 podem estar relacionados com o 
desencadeamento de algumas características do tipo autista, uma vez que já 
foram demonstrados níveis aumentados dessa citocina em pacientes e em 
modelos animais (WEI et al., 2012; XU; LI; ZHONG, 2015), nós acreditamos que 
o efeito positivo da suramina sobre o comportamento social de ratos do modelo 
VPA possa ter alguma relação com essa restauração dos níveis de IL-6.  
De uma forma geral, nossos dados reforçam a possibilidade do uso de 
moléculas com diferentes propriedades como estratégias terapêuticas para 
alguns sintomas e comorbidades encontrados no TEA, apresentando para a 
comunidade científica novas possibilidades para o desenvolvimento de 
tratamentos seguros e eficazes. No entanto, muitos desafios ainda precisam ser 
contornados a fim de aperfeiçoar a utilização dessas moléculas em estudos 
clínicos. Somado a isso, nossos resultados trazem novas pistas sobre rotas de 
sinalização que possam ter grande importância no contexto do TEA, trazendo 
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assim a possibilidade de investigação de novas moléculas para potenciais 
intervenções farmacológicas que possam atenuar ou prevenir certas alterações, 
com o objetivo de melhorar a qualidade de vida dos pacientes com TEA e de 
suas famílias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSÕES 
No presente trabalho, utilizamos um modelo animal de autismo obtido 
pela exposição pré-natal ao VPA para avaliar o comportamento social e 
comportamentos repetitivos e estereotipados, que são os sintomas centrais do 
diagnóstico do TEA, além de alguns parâmetros comportamentais que aparecem 
como sintomas associados, como comportamento do tipo ansioso e alterações 
sensoriais. 
Primeiramente, em relação ao comportamento social, os animais do 
modelo VPA apresentaram prejuízo social tanto no teste três câmaras quanto no 
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teste de sociabilidade recíproca, corroborando dados anteriores do grupo e da 
literatura. O tratamento pré-natal com RSV foi capaz de prevenir as alterações 
sociais observados no teste de sociabilidade recíproca. O tratamento com 
suramina, por sua vez, foi capaz de reverter alterações sociais no teste de três 
câmaras, mas não no teste de sociabilidade recíproca. 
Em relação ao comportamento repetitivo, animais expostos ao VPA 
gastaram mais tempo fazendo autolimpeza quando comparados aos animais dos 
grupos controle, e os tratamentos com RSV e suramina não foram capazes de 
prevenir ou reverter essas alterações. Por outro lado, o tratamento com suramina 
foi capaz de reverter o aumento do comportamento do tipo ansioso apresentado 
pelos animais do grupo VPA.  
Quando avaliamos parâmetros sensoriais, foi observado um prejuízo na 
memória olfativa dos animais expostos ao VPA, uma vez que estes não tiveram 
preferência por consumir um alimento com um sabor previamente apresentado 
por um animal da sua ninhada. O tratamento com RSV, no entanto, não foi capaz 
de prevenir essa alteração. Adicionalmente, a exposição ao VPA causou uma 
hiper-responsividade a estímulos não nocivos (avaliada pelo teste WNT) e uma 
hiporresponsividade a um estímulo nocivo (avaliada pelo teste de retirada da 
cauda). O tratamento com suramina não foi capaz de reverter nenhuma dessas 
alterações sensoriais encontradas. 
Animais do grupo VPA também apresentaram um maior comportamento 
do tipo ansioso em relação aos animais do grupo controle, e curiosamente o 
tratamento com suramina foi capaz de reverter essa alteração. Nenhuma 
alteração significativa foi encontrada em relação à atividade locomotora e 
exploratória no modelo VPA. 
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Ao avaliarmos a expressão relativa de um grupo de miRNA em sangue 
pacientes com TEA, foi observado um aumento na expressão de dois deles, 
miR138-5p e miR134-5p, sendo que esse último também teve sua expressão 
aumentada no modelo animal de autismo induzido por VPA, mas essa alteração 
foi totalmente prevenida pelo tratamento com RSV. Relacionado às análises de 
expressão de miRNA, concluímos que a técnica de RT-qPCR foi adequada para 
os propósitos deste estudo, após tomadas as devidas precauções e adequações 
ao longo do protocolo. 
A expressão gênica de dois receptores purinérgicos foi encontrada 
aumentada em estruturas em regiões encefálicas de animais VPA, sem nenhum 
efeito do tratamento com suramina. Por fim, os níveis da citocina IL-6 foram 
encontrados aumentados no córtex medial pré-frontal desses animais, mas o 
tratamento com suramina foi capaz de reverter totalmente essa alteração. 
Como conclusão final, observamos que o RSV preveniu um prejuízo 
social e aumento dos níveis de miRNA no modelo de autismo induzido pelo VPA, 
enquanto a suramina reverteu prejuízo no comportamento social e o 
comportamento do tipo ansioso, além do aumento de moléculas pró-
inflamatórias no encéfalo de animais do modelo VPA. Os efeitos do RSV 
reforçam a relevância dessa estratégia como ferramenta para estudos voltados 
para aspectos etiológicos durante o período embrionário, entre o momento da 
indução e o final da gestação. Os efeitos da suramina colocam o sistema 
purinérgico como um importante alvo de estudos na busca por estratégias 
terapêuticas no TEA. A análise de miRNA traz grandes perspectivas para 
análises de mecanismos moleculares envolvidos no desencadeamento e dos 
sintomas e também pode ter importância no desenvolvimento de novas 
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estratégias terapêuticas, de forma que a técnica de RT-qPCR aparece com papel 
fundamental nesses aspectos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PERSPECTIVAS 
Considerando os resultados obtidos na presente tese e evidências de que 
os comportamentos do tipo autista e alguns parâmetros moleculares estão 
alterados no modelo animal, e que estratégias terapêuticas foram capazes de 
prevenir ou reverter tais alterações, algumas perspectivas emergem para o 
seguimento da pesquisa relacionada ao TEA no grupo, incluindo o estudo em 
embriões: 
 Avaliar o efeito de outros tratamentos antipurinérgicos sobre os 
comportamentos alterados, através do uso de inibidores seletivos de alguns 
receptores que apresentaram expressão aumentada em animais VPA;  
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 Analisar os níveis de miRNA em estruturas encefálicas no modelo animal, 
bem como o efeito de estratégias terapêuticas; 
 Quantificar os níveis proteicos de alvos de miRNA alterados no modelo 
VPA e buscar mecanismos moleculares que possam estar envolvidos no 
desencadeamento de características do tipo autistas nesses animais; 
 Avaliar a influência dos níveis de miRNA sobre parâmetros específicos no 
modelo VPA, como alterações na morfologia de espinhos dendríticos, migração 
e diferenciação neuronal; 
 Avaliar a influência de miRNA sobre parâmetros imunitários e 
inflamatórios no modelo VPA; 
 Utilizar dados obtidos de técnicas mais abrangentes (como RNA-seq) 
para estudo de miRNA possivelmente alterados no contexto do TEA, tanto em 
humanos quanto no modelo animal, a fim de se encontrar possíveis 
biomarcadores que possam servir como ferramenta para diagnóstico precoce do 
TEA. 
 Utilizar os conhecimentos obtidos sobre alterações nos níveis de miRNA 
no contexto do TEA para desenvolvimento de possíveis estratégias terapêuticas 
baseadas nessas pequenas moléculas, como por exemplo através da utilização 
de antagomirs. 
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